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Dimorfismo sexual alar em Aedes scapularis (Diptera: Culicidae)

Mariana Devicari? Adriana Rios Lopes** & Lincoln Suesdek'>*

Laboratorio de Parasitologia, Instituto Butantan, CEP 05509-300, Sdo Paulo, SP, Brasil,
http://www.butantan.gov.br/.
2Instituto de Ciéncias Biomédicas, Pos-Graduagdo em Biologia da Relagdo Patogeno-Hospedeiro,
Universidade de Sdo Paulo — USP, CEP 05508-900, Sao Paulo, SP, Brasil, http://www.icb.usp.br/~parasito/
SLaboratorio de Bioquimica, Instituto Butantan, CEP 05509-300, Sdo Paulo, SP, Brasil
“Autor para correspondéncia: Lincoln Suesdek, e-mail: linrocha@butantan.gov.br

DEVICARI,M.,LOPES, A R. & SUESDEK, L. Wing sexual dimorphism in A edes scapularis (Diptera: Culicidae).
Biota Neotrop. 11(2): http://www.biotaneotropica.org.br/v11n2/en/abstract?article+bn03311022011

Abstract: The sex in mosquitoes (Culicidae) is relevant for faunistic and epidemiological surveys because only
females are competent to transmit pathogens. Sexual dimorphism comprising genitalia and cephalic appendages
is ordinarily visible in culicids. Wings may be also dimorphic and thus be complementary to traditional sexing
methods. Nevertheless, such dimorphism is not easily noticeable to direct observation. Aiming to formally
describe the sexual dimorphism in Aedes scapularis, a mosquito species competent for virus and filariae, wings
of males and females were compared using geometric morphometrics and multivariate statistics. We sampled
populations from S@o Paulo and Pariquera-Acu municipalities (State of Sdo Paulo). Concerning wing shape, the
sexual dimorphism was evident from blind reclassification tests which were 100% accurate, independently of
the geographical origin of samples. On the other hand, wing size was sexually dimorphic only in the population
from Sao Paulo. Presumably, wing shape is evolutionarily more stable than its size, an interpretation which is in
accordance with the theory posed by Dujardin (2008b). That theory indicates wing shape would be composed of
genetically-determined quantitative characters, and marginally influenced by non-genetic factors, whereas wing
size would be more labile and predominantly influenced by the environment.
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Resumo: A detecgdo do sexo de mosquitos da familia Culicidae é importante em estudos faunisticos e
epidemioldgicos, pois somente as fémeas possuem competéncia vetora para patégenos. O dimorfismo sexual
de genitdlia e de apéndices cefilicos €, em geral, facilmente visivel em culicideos. As asas também podem ser
dimérficas e assim poderiam complementar o procedimento de sexagem. No entanto, tal distin¢ao ndo é facilmente
notdvel a observagdo direta. Visando descrever formalmente o dimorfismo sexual alar em Aedes scapularis,
um culicideo vetorialmente competente para arbovirus e filarias, asas de machos e fémeas foram comparadas
usando-se métodos de morfometria geométrica e andlise estatistica multivariada. Nestas anélises, populagdes
dos municipios Sdo Paulo e Pariquera-Agu (Estado de Sdo Paulo) foram amostradas. A forma das asas mostrou
evidente dimorfismo sexual, o que permitiu um indice de acuricia de 100% em testes-cegos de reclassificagdo,
independentemente da origem geogrifica. Ja o tamanho alar foi sexualmente dimoérfico apenas na populagdo de
Sao Paulo. Aparentemente, a forma alar € evolutivamente mais estdvel que o tamanho, interpretagdo que estd de
acordo com a teoria de Dujardin (2008b), de que a forma alar de insetos seria composta por caracteres genéticos
quantitativos e pouco influenciada por fatores nao-genéticos, enquanto que o tamanho alar seria predominantemente
determinado por plasticidade decorrente de influéncias ambientais.
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Introducao

Machos e fémeas adultos de Culicidae sdo em geral
morfologicamente distintos, principalmente quanto as antenas,
pegas bucais e genitalia. Existem espécies cujas asas diferem entre
os sexos (Forattini 2002), porém essas caracteristicas sdo geralmente
sutis e de dificil descrigdo formal. Caracteres quantitativos e de dificil
descricdo como o formato alar, podem ser estudados por ferramentas
matemdticas, como exemplificado por trabalhos que evidenciaram o
dimorfismo sexual em Aedes por meio da morfometria geométrica
(Jirakanjanakit et al. 2007, Henry et al. 2010). Com metodologia
semelhante, hd também trabalhos que abordam o desenvolvimento
do formato das asas (Morales-Vargas et al. 2010) e de sua evolucao
(Dujardin 2008b, Jirakanjanakit et al. 2008).

Em Culicidae, considerando-se que somente as fémeas
apresentam habito hematofédgico e capacidade vetora de patégenos,
torna-se primordial a distin¢do do sexo dos mosquitos em estudos
faunisticos de cardter epidemioldgico. A percep¢do de possiveis
associacdes entre a forma corporal e peculiaridades eto-ecoldgicas
de machos e fémeas pode estimular também estudos da biologia
do desenvolvimento desses insetos. Nesse contexto, a espécie
Aedes (Ochlerotatus) scapularis, parece ser um bom modelo para
estudo, pois além de ter importancia ecoldgica (Forattini et al. 2000),
veterindria (Macedo et al. 1998) e a satide publica (Forattini et al.
1995), ela pode ocorrer em abundancia suficiente para atender aos
requisitos estatisticos de suficiéncia amostral.

Essa espécie € antropofilica e capaz de viver em ambientes
naturais, rurais ou até urbanos (Forattini et al. 1981, 1995,
Guimaries et al. 2000, Taipe-Lagos & Natal 2003). Estd amplamente
distribuida no Brasil e em outros paises da Regido Neotropical
(Forattini 2002) e possui importancia para a saide publica devido
a sua competéncia vetora para arbovirus e fildrias patogénicas
(Rachou et al. 1955, Forattini et al. 1995, Macedo et al. 1998, Lima
& Ahid 2004).

Niao se sabe se asas de machos e fémeas de Ae. scapularis
divergem morfologicamente como observado em outros culicideos
(Dujardin 2008b, Vidal et al. 2011). Para avaliar se hd dimorfismo
sexual de asas nesta espécie, machos e fémeas provenientes de duas
localidades do Estado de Sao Paulo foram comparados utilizando-se
técnicas de morfometria geométrica sobre a venagdo alar.

Material e Métodos

Individuos adultos de Ae. scapularis foram coletados
por aspiracdo em duas localidades no Estado de Sdo Paulo
distantes linearmente entre si 170 km: a) municipio de Sdo Paulo
(23°2934” S;46°31° 14”7 O), 33 fémeas e 33 machos; b) municipio de
Pariquera-Acu (24°42° 36 S; 47° 52’ 52 O), 33 fémeas e 33 machos.
Foram utilizadas duas populacdes diferentes visando diversificar a
amostra e eliminar possiveis peculiaridades morfolégicas de uma
dada populag@o.

As asas direitas dos 132 individuos foram montadas entre lamina
e laminula e fotografadas digitalmente sob estereomicroscopio
Leica S6D, cuja Optica plana impede deformacdes periféricas de
imagem. Em cada asa, as coordenadas cartesianas de 18 marcos
anatomicos (Figura 1) foram digitalizadas com o auxilio do software
TpsDig (Rohlf 2005).

Possiveis erros humanos na digitaliza¢cdo dos marcos anatdmicos
foram estimados comparando-se duas séries de digitalizacdo. Tal
estimativa foi feita com base no indice “repetibilidade” (Arnqvist
& Mirtensson 1998) com o auxilio do software Statistica 6.0
(StatSoft). Todas as imagens de asas tiveram seus marcos anatdmicos
digitalizados duas vezes por cada autor e as respectivas repetibilidades
foram computadas. Para cada marco anatdmico, somente as
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coordenadas com o maior indice de repetibilidade foram usadas na
andlise subseqiiente. Apenas os marcos anatdmicos cuja repetibilidade
média foi acima de 90% foram utilizados para prosseguimento da
analise.

As coordenadas dos eixos X e Y referentes aos marcos anatdmicos
foram submetidas a sobreposi¢cdo generalizada por minimos
quadrados (Rohlf 1999). A partir das coordenadas residuais, varidveis
de forma (partial warps) foram produzidas e seus componentes
principais (relative warps) foram comparados entre amostras de
machos e fémeas com o auxilio do software BAC (Dujardin 2008a).

Distancias de Mahalanobis nos eixos discriminantes foram
computadas para avaliar o grau de similaridade entre as amostras.
Baseados nas distancias de Mahalanobis, testes “cegos” de
reclassificagdo foram feitos para avaliar o poder discriminante
dos caracteres alares analisados (Dujardin 2009). Para maior
confiabilidade, tais testes foram efetuados excluindo-se a asa a
ser classificada e reinserindo-a como dado suplementar logo apds
classificacao do restante do grupo, conforme empregado em Dujardin
(2009). Configuragdes de consenso do formato alar com tamanhos
alares equalizados foram obtidas também pelo método de método de
sobreposicdo pelos minimos quadrados com o auxilio do software
TpsRelW (Rohlf 2003) e permitiram a comparagido da forma alar
entre 0s sexos, sem interferéncia de variagoes isométricas de tamanho
das asas.

O tamanho isométrico das asas foi determinado por computo de
tamanho do centréide, calculado com base nas coordenadas cartesianas
dos 18 marcos anatdmicos (Dujardin 2008b). Valores individuais
do vetor tamanho do centrdide, apds avaliacdo da normalidade e
homogeneidade das variancias pelos testes de Kolmogorov-Smirnov
e Levene, foram estatisticamente comparados por meio do teste
ndo-paramétrico Mann-Whitney. Para cada popula¢io, machos foram
comparados com fémeas. Foram feitas também comparagdes entre
as populagdes de Sdo Paulo e Pariquera-Acu independentemente

10

Figura.l. Acima, asa de Aedes scapularis e os 18 marcos anatdmicos
utilizados. Abaixo, diagrama ligando alguns marcos para facilitar a
visualizac¢@o da forma nas comparagdes alares.

Figure 1. Above, wing of Aedes scapularis and the 18 landmarks chosen.
Below, diagram of links among some landmarks used to enhance visibility
of wing shape in comparative analyses.
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para cada sexo para estimar a existéncia de variacdes geograficas.
Nomenclatura biolégica é usada aqui de acordo com Reinert (1975).

Resultados

A andlise de componentes principais revelou machos e fémeas
distribuidos isoladamente no morfo-espago dos componentes principais,
permitindo a distingdo inequivoca de ambos os sexos ao longo do eixo
do componente principal 1 (Figura 2). Individuos do mesmo sexo
agruparam-se independentemente da procedéncia geogréfica.

As distancias de Mahalanobis entre os sexos foram de 6,69
(Pariquera-Acu) e 7,30 (Sao Paulo). Por outro lado, comparando-se
as localidades (isoladamente para cada sexo), as distancias de
Mahalanobis foram de 1,44 para fémeas e 1,77 para machos. Os
testes de reclassificacdo permitiram a identificacio do sexo de todos
os individuos com 100% de acerto. Observando-se as configura¢des
de consenso do formato das asas geradas apds sobreposicdo de
Procrustes percebe-se que machos e fémeas diferiram em todos os
marcos anatdmicos, sendo que a maior divergéncia residiu nos marcos
10a1le 14 a 18 (Figura 3).
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Figura.2. Morfo-espaco dos componentes principais gerados a partir da
compara¢do multivariada das varidveis de forma alar. Individuos machos (M)
e fémeas (F) provenientes de Pariquera-Acu e Sao Paulo.

Figure 2. Morphospace of principal components yielded by multivariate
comparison of wing shape variables. Males (M) and females (F) from
Pariquera-Acu and Sao Paulo.

Figura 3. Diagrama das configuragdes-consenso da forma alar de machos
e fémeas (ambas as populagdes incluidas). As diferencas isométricas de
tamanho foram removidas. As configura¢des foram sobrepostas no marco
anatomico No. 1.

Figure 3. Diagram of consensus configurations of wing shape of males
and females (both populations included). Isometric size divergencies were
removed. Configurations were superimposed on landmark #1.
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Quanto ao tamanho das asas, as quatro amostras apresentaram
distribui¢do Gaussiana segundo o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. No entanto, as variancias mostraram-se
heterogéneas segundo o teste de Levene, e por isso as amostras
foram comparadas por meio de teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.
O dimorfismo sexual de tamanho alar foi significativo somente
na populacdo de Siao Paulo, onde as fémeas foram maiores
(Mann-Whitney; Z = -6,29; P < 0,0001). A diferenca geografica foi
significativa somente entre os machos, os quais foram maiores em
Pariquera-Acu (Mann-Whitney; Z=6,23; P <0,0001). A comparagio
gréfica dos tamanhos médios encontra-se na Figura 4.

Discussao

O dimorfismo sexual de forma alar mostrou-se conspicuo em
Ae. scapularis e a disting@o entre machos e fémeas foi inequivoca nos
testes de sexagem feitos a partir de caracteres alares. Analisando-se
as distancias de Mahalanobis, a diferenciagdo entre os sexos
teve magnitude pelo menos 3,7 vezes superior a diferenciagdo
interpopulacional (calculada isoladamente para cada sexo), revelando
que quanto a forma alar, o dimorfismo sexual foi maior que a variagio
geogrifica.

Quanto ao tamanho alar, observou-se dimorfismo sexual somente
na amostra populacional de Sdo Paulo. Ademais, fémeas das duas
localidades diferiram quanto ao tamanho, enquanto que os machos
foram semelhantes neste quesito em ambos os locais.

Os presentes dados indicam que a expressao fenotipica da forma
alar é especifica para machos e para fémeas em Ae. scapularis, embora
0 mesmo ndo aconteca para tamanho. Aparentemente, a forma alar
é evolutivamente mais estavel que o tamanho e por essa razdo pode
ser utilizada com maior confiabilidade na sexagem de individuos
desta espécie.

Tais observagdes e interpretagdes estdo de acordo com a
atual teoria sobre as bases biolégicas do desenvolvimento alar
em Culicidae (Jirakanjanakit et al. 2007, 2008, Dujardin 2008b,
Morales-Vargas et al. 2010). Segundo aqueles autores, a forma
alar em Culicidae ¢ determinada por loci genéticos quantitativos,
sendo assim, é herddvel e minimamente influenciada por fatores
epigenéticos. Ja o tamanho alar, embora potencialmente herdavel,
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Figura 4. Comparacio grifica dos tamanhos de centréide das amostras:
machos (M) e fémeas (F) provenientes de Pariquera-Acu (P) e Sao Paulo (S).

Figure 4. Graphical comparison of centroid sizes of samples: males (M) and
females (F) from Pariquera-Acu (P) and Sao Paulo (S).
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pode ser significativamente influenciado por condi¢des ambientais
como quantidade de alimento (Jirakanjanakit et al. 2007), umidade
relativa do ar (Morales-Vargas et al. 2010) e temperatura (Scott et al.
2000, Tsuda & Takagi 2001).

O dimorfismo sexual alar deverd ser levado em consideracdo em
alguns estudos que envolvam Ae. scapularis. De acordo com Arnell
(1976) e Forattini (2002), o tdxon Ae. scapularis apresenta grande
variabilidade morfoldgica individual e possivelmente congrega um
complexo de espécies ainda ndo caracterizadas, podendo assim ser
objeto de estudos populacionais futuros.

O dimorfismo sexual em insetos e seu significado ecolégico e
evolutivo tém sido investigados ha décadas. Como exemplos pode-se
citar a correlagdo entre dimorfismo sexual e diferenciacdo ecoldgica
entre sexos em Diptera (Atchley 1971) e arelacéo entre determinantes
genéticos da forma alar e a fecundidade de machos e fémeas de
Orthoptera (Roff et al. 1999). Roff & Fairbairn (1991) ressaltam que
a evolucdo do dimorfismo sexual de asas em insetos ¢ informativa
para entendimento da evolucdo da capacidade dispersional de machos
e fémeas. Biomecanicamente, sabe-se que o padrio de venagdo alar
determina as possiveis deformagdes aerodinamicas das asas durante
o voo (Dudley 2000), o que reafirma a importancia da geometria da
asa na capacidade de voo e dispersdo de insetos.

Entre os Lepiddpteros hd casos de sexos dimoérficos quanto a
forma, colorac@o pigmentar e estrutural das asas (Oliver et al. 2009,
Shevtsova et al. 2011). A produgao de sons de corte sexual também
pode ser dependente da geometria alar sexo-especifica, como
evidenciado em Orthoptera (Klingenberg et al. 2010).

Em suma, o senso-comum admite que caracteres diferenciais
entre machos e fémeas frequentemente representam um probelma
biol6gico merecedor de investigagdo pois podem indicar ocorréncia
de selecdo sexual (Bonduriansky 2006).

Nao sdo conhecidas as causas do dimorfismo sexual em
Ae. scapularis, nem suas implica¢des ecoldgico-evolutivas. Estaria
esse dimorfismo evolutivamente influenciado por selecao sexual, ja
que o som produzido pelo batimento das asas de culicideos é sexo-
especifico e tem papel no reconhecimento individual precedente a
copula (Cator et al. 2009)? Para elucidar-se esta complexa questdo,
provavelmente serd necessario aprofundar os estudos sobre a relagao
forma-funcdo das asas e sobre os padrdes de heranca genética da
forma alar.
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